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(§) Derives de nucleosides et leur utilisation pour la synthase ^oligonucleotides. 



<g) L'invention a pour objet des derives de nucleosides et leur 
utilisation pour la syntbese d'oligonucleotides 
Ces derives repondent a la formule : 

.a B-CO-CH 



(I) 



avec R 1 representant un atome d'hydrogene ou un radical 
alkyle et R 2 representant un atome d'hydrogene, un radical 
alkyle. un radical alcoxy ou un radical aryloxy eventueliement 
substitue, R 3 represente un atome d'hydrogene, le radical 
dimethoxytrityle ou le radical : 



OR* R 5 

dans laquelle B represente un radical derive de la guanine, de la 
cytosine ou de Padenine dont le groupement NH exocyciique 
est protege par le groupement 



-C0-CH 



\ 2 
R 



CH - CO 
R 

R 4 represente un atome d'hydrogene, le radical de formule : 
1 

R ^ 

CH - CO, 



ou un radical convenant a la synthese de polynucleotides, et R s 
represente un atome d'hydrogene ou le radical OH hydroxyie 
protege ou non. 
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Description 

Derives de nucleosides et leur utilisation pour la synthese ^oligonucleotides. 

La presente invention a pour objet de nouveaux derives de nucleosides et leur utilisation pour la synthese 

d, ?I^^S e prtcise elle concerne des derives de nucleosides formes a partir de bases pyrimidiques ou 
P uSqu e r^CoK des groupements NH 2 exocycliques. c'est-a^lire des nucleates ormes a parUr 
STdTntneTguanine ou de cytosine. qui sont uti.isab.es en particulier pour la synthese tfohgonud^des. 

l! sv^nSe d'oligonucleoWes consiste a «er entre eux des nucleosides par un groupement Phosphate 
no^ foZer une chalne d'ADN (acide desoxyribonucleique) ou d'ARN (acide nbonucleique). Dans cet 
assembtege tes groujernents phosphates intemucleotidiques reiient toujours «afonct,on hydro^le en 
TosS 3^ d'u^ nucleoside a la foncton hydroxyle en position 5' d'un autre nucteos.de Ams., tors de la 
reSS de synthese, seu.es les extremes 3' et 5' des nucleosides sont soll.c,tees et la base nuc.e.que 
louriaue ou pyrimidique) utilisee ne doit pas intervenir au cours de cet assemblage. t - ar ^ 

Torsque ceTbases comprennent des groupements NH 2 exocycliques. il est necessa.re de proper ces 
groupemen^tors de la synthese des oligonucleotides car ceux-ci sont trop reactrfs et nsquent d mterferer 

aV Sie ^^iTSSLrt, NH 2 exocycliques ft* repondre a certaines caracteristiques : 

I 2 TJfijXSZZ S££££Z reacts des autres sHes du nucleoside, et etre stab.e pendant 

d Tes araSSmtnts NH 2 exocycliques des nucleosides ont le plus souvent ete proteges sous la forme 
dSdeT^eTrnple au moy7n de groupes benzoyle ou anisoyle dansle « de ^n^de^ne 
comme il est decrit par H. SCHALLER et al dans J. Amer. Chem. Soc. ' k^r^na dans J^lo" 

du groupe isobutyryle dans le cas de la guanine comme il est decnt par H.BUCHI et H. KHORANA dans J. mol 

^ 1 22^lSJ5S"S««l etre e.imines en tin de synthese par action de l^nmoniaque l 28^ 
peSi!™? une temperature de 60°C. comme il est preconise. Dependant .a RMN du proton ™£ que 
Zs ces Lndrtions on n'elimine pas tous les groupements isobutyryle de U i guanine ; I est done preferable 
_i_ ™rt«r Ip fpmnq de reaction a 72 heures, toujours a une temperature debuu 

S^SSSS£^^JU^b protecteurs constitue un inconvenient car les conditions ^.ses en 
oe^re S sonf pTSsamment douces pour pouvoir ^^^SST^ 
stables en milieu alcalin. comme e'est le cas par exemple de la dihydro-5,6 thym.d.ne. 

Aussi des recherches ont ete entreprises sur la possibility d-utiliser d'autres groupements acyle plus 
faclies a' ^miner U Ses en particulier pour la synthese doligonucleotides a partir de nucleosides tob.les 
I^mSSSqte de synthes^r support qui consiste a fixer le premier nucleos.de de la chame sur un 
^rS»t eSe et a effec^er ensuite successivement des cycles de condensation pour fixer 
sur le pnfmfer ^nucSide tes autres nucleosides dans Pordre voulu. Uutilisation de groupements acyte plus 
SdliTSIriiS-^Sl par ailleurs d'obtenir un meilleur rendement de deprotecton. Ce port esT fres 
SSrtant caXpSce d. bases incompletement deprotegees presente un inconvement pour I uthsation 

de LTrSte°^en«on a precisement pour objet de nouveaux derives de nudeosides comportant des 
groupements protecteurs de type acyte. susceptibles d'etre eHmines facilement. 
Les derives de nucleosides de Invention repondent a la formule : 
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OR 4 R 5 

dans laquelle B represente un radical bivalent choisi parmi 



2 
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S- an ; 




(III) ou 




(IV) 



w 



relie au groupement CO par son groupement NH- exocyclique ; 

- R 1 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 

- R 2 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle, un radical alcoxy, un radical aryloxy non substitue ou 
substitue par un ou des groupernents choisis parmt NO2, CN t alcoxy, aryloxy t 

aryloxy, CI, F, cf ,tf , so r/s*Vp*° 

"OR R ? ^C0R>2' 



15 



20 



alkyle ou aryle substitue ou non, SR avec R representant un radical alkyle ou aryle, a I'exclusion de R 1 = H et 

R2=CH 3 lorsque B est le radical (II) ou (III) et de R1 = R2=CH 3 lorsque B est le radical (II) ; 

- R 3 represente un atome d'hydrogene, un radical labile en milieu acide ou le radical de formule : 25 



CH - CO - 



30 



dans laquelle R 1 et R 2 ont la signification donnee ci-dessus, 

- R 4 represente un atome d'hydrogene, un radical phosphore ou le radical 



35 




CH-CO- 



40 



dans lequel R 1 et R 2 ont la signification donnee ci-dessus; et 

- R 5 represente un atome d'hydrogene ou le radical OH protege ou non. 

A titre d'exemple, les radicaux labiles en milieu acide susceptibles d'etre utilises pour former R 3 dans le 
compose de formule (I) sont en particulier des radicaux utilisables en synthese oligonucleotidique tels que * 

- les radicaux trityle repondant a la formule : 



- C 




CV) 



45 



50 



55 



dans laquelle R<\ R? et R* qui peuvent etre identiques ou differents, representent un atome d'hydrogene un 
radical alkyle ou un radical alkoxy, par exemple le radical monomethoxytrityle ou le radical trityle de formule (V) 
dans laquelle R 6 et R 7 representent le radical methoxy et R8 represente un atome d'hydrogene ; 
- les radicaux pixyle et les radicaux phenyl-9 xanthenyle. 

A titre d'exemple, les radicaux phosphores susceptibles d'etre utilises pour former R 4 dans le compose de 



60 



65 
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formule (I) sont egalement des radicaux utilisables en synthese oligonucleotidique tels que le radical de 
formule : 

- + 
5 0=P-0 CCH)NH CVI), 

1 2 5 3 
0 C H CL 

6 4 

10 le radical de formule : 

CH 
CH 3 

| / X ru 

75 NCCH_™ 0-P - N Jj> (VII) 

2 2 \ CH / CH 3 



20 



le radical phosphonate de formule 



25 H - P - 0 

w 

0 



30 



35 



Selon Hnvention, lorsque R 5 represente le radical OH protege, on utilise comme groupe protectee de OH 
les groupes habituellement utilises dans la synthese des ribonucleotides , , o ^ r . 

Les derives de nucleosides de Invention sont ainsi les produits de I'union 1<>) d'une base formee par la 
gu^nT^os^e ou Adenine et 2o) du ribose ou du desoxyribose, les nucleosides etant modrfies au moms 
sur le groupement NH 2 exocyclique de leur base par un groupement 



R 1 

- CO - CH"" 

X R 2 



lis peuvent egalement etre modifies par ce meme groupement sur les positions 3' et 5 '^ u _ d ^3^°" 
2- 3' et 5' du ribose ou les positions 3' et 5' du ribose ou du desoxyribose peuvent etre modrfiees par d autres 
45 gVouplm^s qdsont les gToupements .abi.es R3 pour .a position 5' et groupement phosphore R* sur .a 

position 3* du ribose ou du desoxyribose. 
Les groupements acyle de formule 



50 



55 



- CO - CH 



1 

R 



2 

R 



utilises dans IMnvention sont particulierement interessants pour la synthese des nucleot.des car ite > p<^ent 
etre elimines facilement en fin d'operation, par exemple par trartement a Pammomaque pe ndant 2 a ^ 8 te 
groupement utilise, a la temperature ambiante, ce qui permet de liberer simuttanement le polynucIeot.de du 
support sur iequel il a ete synthase, lorsqu'on utiise la methode de synthese sur support. 
60 Dans le groupe protecteur de formule 
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R 

^ 1 

- CO - CH 

\ 

R 5 
2 

utilise dans invention, R 1 peut presenter un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, et R 2 peut representer 

un atome d'hydrogene, un radical alkyle, un radical alcoxy ou un radical aryloxy eventuellement substitue par 10 

differents groupements. 

Les radicaux alkyle susceptibfes d'etre utilises pour R 1 et R 2 peuvent etre des radicaux lineaires ou ramifies, 
par exemple des radicaux methyle, ethyle, ... 

Les radicaux alcoxy susceptibles d'etre utilises pour R 2 peuvent etre egalement des radicaux lineaires ou 
ramifies. Les radicaux aryloxy susceptibles d'etre utilises peuvent etre en particulier des radicaux derives du 15 
benzene, du naphtaJene et de I'anthracene, par exemple le radical phenoxy, et ils peuvent etre substitues par 
un ou plusieurs des substituants mentionnes precedemment. 

Selon ('invention, on choisit le groupement protecteur des groupements NH2 exocycliques en fonction de la 
base utilisee afin d'obtenir la resistance au traitement alcalin souhaite. 

Generalement, lorsque la base utilisee est la guanine, R 1 represent e un atome d'hydrogene et R 2 est un 20 
radical alcoxy ou un radical aryloxy eventuellement substitue. 

A titre d'exemple, le radical R 2 peut etre le radical phenoxy, fe radical methoxy ou le radical chloro-2 
phenoxy. 

Lorsque la base utilisee est ('adenine, RVepresente de preference un atome d'hydrogene et R 2 represente 
un radical aryloxy eventuellement substitue, par exemple le radical phenoxy. 25 

Lorsque la base est la cytosine, les radicaux R 1 et R 2 sont de preference des atomes d'hydrogene ou des 
radicaux alkyle, par exemple des radicaux methyle. 

L'utilisation des groupes protecteurs mentionnes ci-dessus permet d'obtenir une reduction du temps de 
deprotection des oligonucleotides obtenus par assemblage des nucleosides de 1'invention, puisque ce temps 
peut etre seulement de 2 a 8 h selon le groupement utilise, au lieu des 17 a 72 h necessaires anterieurement. 30 
On peut par ailleurs operer dans des conditions reactionnelles plus douces puisqu'on realise la deprotection a 
temperature ambiante alors qu'fl etait necessaire auparavant de chauffer a 60° C. De plus, Putilisation de ces 
groupes protecteurs eliminables plus facilement permet d'incorporer lors de la synthese des oligonucleotides 
des bases nucleiques modifiees sensibles a des conditions alcalines plus violentes, par exemple de 
synthetiser des fragments d'ADN porteurs de ligands sensibles a des anticorps. 35 

Bien que 1'invention s'applique aux nucleosides derives du ribose et aux nucleosides derives du 
desoxyribose, on I'utilise de preference pour les nucleosides derives du desoxyribose, c'est-a-dire aux 
derives de formule (I) dans laquelle R 5 est un atome d'hydrogene. 

Les derives de nucleosides de 1'invention peuvent etre prepares par des procedes classiques, analogues a 
ceux utilises pour fixer les groupements benzoyle et anisoyle sur les nucleosides a base d'adenine ou de 40 
cytosine. Dans ces procedes, on part du nucleoside de la guanine, de la cytosine ou de I'adenine. que Ton fait 
reagir avec le chlorure d'acide de formule : 



1 

R 



CH - COCL 

ou I'anhydride d'acide de formule : 
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1 

R 



CH - CO 

\ 



0 

1 

10 R 



15 



CH - CO 

2 

R 

Lore de cette reaction, I'anhydride ou le chlorure d'acide reagit egalemerrt avec les groupements hydroxyle 
en position 3' et 5' du ribose ou du desoxyribose et Ton obtient ainsi le derive du nucleoside triprotege soit le 
derive de formule (I) dans lequel R 3 et R 4 represented tous deux le radical : 



1 

/ r 

- CO - CH 

\ 2 

25 R 



On peuttoutefois eliminer ces radicaux en position 3' et 5' par hydrolyse selective, ce qui permet d'obtenir 
les derives de nucleosides de formule (I) dans laquelle R 3 et R 4 represented des atomes d'hydrogene. 
30 On peut preparer les derives de nucleosides de formule (I) dans laquelle R 3 represente un radical trityle de 
formule (V), par exemple le groupement dimethoxytrityle, et R 4 represente un atome d'hydrogene en faisant 
reagir les derives des nucleosides obtenus precedemment avec le chlorure de trityle correspondant dans un 

solvant approprie. o .,.-.« * 

Les derives de nucleosides repondant a la formule (I) dans laquelle R 3 represente un groupement tntyle et 
35 R 4 represente soit le radical de formule (VI) , soit le radical de formule (VII) , soit un radical de formule : 

11 

R 

J 12\ <+) 
P - 0 R NH 



40 



55 



60 



0 R ^ 



dans laquelle R 11 , R 12 et R 13 qui peuvent etre identiques ou differents, sont des radicaux alkyle, par exemple 
45 ethyle, peuvent etre prepares par des procedes classiques a partir des derives de nucleosides de formule (I) 
dans laquelle R 3 represente un radical trityle et R 4 represente un atome d'hydrogene. 

Dans le cas ou R 4 represente, par exempt le radical de formule (VI), on fait reagir ce derive de nucleoside 
avec du bistriazolidate de chloro-4 phenylphosphoryle dans un solvant approprie. Le bistriazolidate de 
chIoro-4 phenylphosphoryle peut etre prepare par addition de dichiorophosphate de chloro-4 phenyle a une 
50 suspension de triazoie et de triethytamine dans du dioxanne. 

Lorsque R 4 represente, par exemple, le radical de formule (VII), on peut faire reagir le derive de nucleoside 
avec du p -cyanoethyl-monochloro N.N-diisopropyl amino phosphoramidite dans un solvant appropne en 



presence de diisopropylethylamine. 

Lorsque R 4 represente, par exemple, le radical de formule : 



» C-) 
H - P - 0 




dans laquelle R 11 , R 12 et R 13 qui peuvent etre identiques ou differents, sont des radicaux alkyte. on peut faire 
reagir le derive de nucleoside avec de la chIoro-2 benzo(5,6-a) [dioxo-1 ,3 phosphor-2 inone-4] puis avec un sel 
65 de trialkyl ammonium tel que Tacetate de triethyl ammonium. 



6 
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Les derives de nucleosides obtenus par ces trois methodes peuvent etre utilises pour la synthese 
d'ologonucleotides soit par synthese phosphotriester dans le cas ou R 4 est le radical de formule (VI), soit par 
synthese phosphoramidite dans le cas ou R 4 est !e radical de formule (VII) , soit par synthese H-phosphonate 
dans le cas ou R 4 est le radical de formule : 



H - P - 0 

5 



O) 




(+) 



10 



en utilisant egalement pour ('assemblage des chalne oligonucleotidiques d'autres nucleosides, par exemple 
ceux correspondant a la thymidine et a la desoxy-^ uridine, ou encore des nucleosides comportant des bases 
labiles en milieu alcalin ou d'autres nucleosides lab ties en milieu alcalin. 
Le procede, selon Tinvention, de synthese d'oligonucleotides, comprend : 

1t> au moins un cycle de condensation dans lequel on condense sur un derive de nucleoside ou sur un 
oligonucleotide un derive de nucleoside de formule : 



15 



20 




0 B-CO-CH 



(I) 



25 



30 



dans laquelie B represente un radical bivalent choisi parmi : 




(III) ou 




^ < 



IV) 



35 



40 



relie au groupement CO par son groupement NH- exocyclique ; 

- R 1 represente un atome d'hydrogeneou un radical alkyle, 

- R 2 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle, un radical alcoxy, un radical aryloxy non 
substitue ou substitue par un ou des groupements choisis parmi NO2, CN, alcoxy, aryloxy, 

aryloxy, CI, F, tff° >f ' *° W< V , 

X 0R 2 N R' \ (0R>2 



45 



50 



alkyle ou aryte substitue ou non, SR avec R representant un radical alkyle ou aryle, a ^exclusion de R 1 * 
et R 2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) ou (III) et de R 1 = R 2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) ; 

- R 3 represente un radical labile en milieu acide, 

- R 4 represente un radical phosphore, et 

- R 5 represente un atome d'hydrogene ; et 

2o) une etape d'elimination du ou des groupes protecteurs de formule : 



H 
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25 



30 



35 



40 




dans laquelle R1 et R 2 sont tels que definis ci-dessus, par exemple par mise en contact de 
10 roligonucleotideavecdel'ammoniaque a la temperature ambiante. 

La synthese oligonucleotide peut etre effectuee sort par des methodes en soution, sort par des 
me^odes dTsynthese sur support. On utilise de preference les methodes de ^^L^ 
ceHes-ci sont mieux adapter a I'utilisation de nucleosides plus labiles. sans qu'il y art une perte de rendement 

75 ^"nucleU^ peuvent done trouver des applications interessantes en tant que produits de 

base destines a la synthese de fragments d'ADN ou d'ARN. lis peuvent egalement convemr P««r^o«r 
dans des oligonucleotides de synthese des bases modifies fragiles. ce qui peut concerns en part.cul.er les 

Droduits de radiolyse gamma de TADN ainsi que les produits de photolyse. 

Les nucleosides de ('invention peuvent permettre egalement I'acces a de nouvelles molecules a acLvrte 
po antrvirale et a de nouvelles sondes d'ADN. % ,^ nnA . 

L™s exemples suivants de preparation et d-utilisation des nucleosides conformes a hnvent.on sont donnes 
bien entendu a titre non limitatif pour illustrer I'invention. 



EXAMPLE 1 • Preparation de ( N 2 -phenoxyacetyQ-desoxy-g guanosine (compose n°)1 
^fTigche-10 80 mg (4 mmol) de des oxy-? guanosine par additions et evaporations successes de pynd.ne 
anhydre. puis on les met en suspension dans 20 m. de pyridine anhydre et on .ntrodurt ^ suspenston^ dans un 
ballon. On refroidit le ballon au bain de glace et on y ajoute lentement 6 equivalen ts (4,25 , 24 mmoO de 
chlorure de phenoxyacetyle a 0°C. On laisse ensurte la reaction se poursuwre a la temperature ambiante 
peXt £mr n uTprecipite bianc de chlorure de pyridinium apparaJt dans le milieu reactionne. tand.s que 
celui-ci prend une execration orangee a brune. On obtient ainsi le derive tnprotege du nucleos de de depart 
SsS-Te le dSve de formule (I) dans laquelle B represents le radical de formule (II), derive de : la 
represents un atome d'hydrogene. R 2 represente le radical phenoxy, R=> et R 4 represented le rad.cal 

Ph S n n°SKoS ^ *S^TS5S?r«rc par 2 ml tfeau bidistillee ce qui solubiHse le milieu 
reSonnel puis on le dilue par 100 ml de chloroforme. On lave 4 fois la phase chloroformique par 50 nj I de 
Son aqueuse a 50/b de bicarbonate de sodium pour eliminer I'acide phenoxyacefque forme. On seche 
ators ?a phase ch.oroformique sur du sulfate de sodium, on evapore le sotvant el or , obtienl .suns, un residu 
orange. On dissout celui-ci dans 100 mi de pyridine refroidis a 0° C, pu>s on ajoute 100 ml de s oude ,0,2 N aO ^ 
On eflectue ainsi I'hydrolyse selective des positions 3' et 5' en 20 min. On ^^^^^^ 
de la resine echangeuse de cations, Dowex 50W-X8 d'une granulomere de 100 a 200 mesh , (0^074 a 0,149 
mm) sous forme pyridinium. Apres filtration et ringage de la resine. on evapore a sec le filtrat. 

On isole ensuite N^phenoxyacetyl-desoxy-^ guanosine forrnee P^ chro ™\^^^^^ 
silice (3 cm de diametre, 15 cm de hauteur) que Ton elue par un gradient de chloroforme-methano . 
t'lvUrafcn des Sfons contenant le produrt recherche permet de recueillir 250 mg de Na-phenoxyacetyl- 
45 desoxy-2' guanosine, ce qui correspond a un rendement de 15°A>. 

On controle Hdentite et la purete du produit obtenu par resonance magnfet^ue nucleaire a 250 MHz. par 
chromatography en couche mince et par spectrometrie de masse. On obtoent les resultats suivants . 

- R F = 0 36 avec le melange de migration chloroforme-methanol (80/20 en vol), 

- (M + H) pic moleculaire (m/e : 402-13<Vb) ; guanine pnenoxyacetylee (m/e : 286-51%). 

EXEMPLE 2 • Prena ration der-N 2 -(chloro-2 phenoxvlacetyll- desoxv-g guanosine (compose no)2 

On seche 1 080 mg (4 mmol) de desoxy-P guanosine comme dans I'exempie 1, puis on les met en 
suspension dans 20 mi de pyridine anhydre et on les introduit dans un ballon place dans un bain d eau gtecee^ 
On aioute ientement a 0»c! 6 equivalents (5.1 g : 24 mmol) de chlorure de (chtoro-2-ohenoxy)acetyle. On 
SssTla ruction se poursuWrel la temperature ambiante pendant 150 min. Une coloration verte a nmon 
a^paratt dans le milieu^eactionne. et on forme ainsi le derive tnprotege du nucleoside de depart, sort le denve 
d^armule (I) dans laquelle B represente le radical de formule (II) derive de la guanine. R 1 represente " 
d f hydrogene R 2 represente le radical chloro-2 phenoxy, R=> et R 4 representent le radial chloro-2 

le dilue alors par 100 ml de chloroforme et on lave cette phase chloroformique par 4 fois 50 ml d une solu^on 
aqueuse a 5»/o de bicarbonate de sodium pour eOminer Tacide chtorophenoxyacetique. On seche la phase 
chloroformique sur du sulfate de sodium, on evapore le solvant et Ton obtient ams, un residu orange. On 
dissout ce residu dans 100 ml de pyridine, on place la solution obtenue dans un bain d'eau glacee et on lu. 
a outelOu ml de soude 0.2 N. ce qui donne un melange titrant 0.1N et permet tfhydrolyser selectjvement les 
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positions 3' et 5' du nucleoside en 20 min. On neutralise alors le milieu par la resine echangeuse de cations 
Dowex 50W-X8 utilisee dans I'exemple 1 sous lorme pyridinium. On filtre et on rince la resine, puis on evapore 
a sec le filtrat. On obtient ainsi la [N2-(chloro-2 phenoxyjacetylj-desoxy^ guanosine qui est soluble 
uniquement dans la pyridine. 

On la purifie par chromatographic sur colonne de silice en utilisant un gradient chloroforme-methanol. On 5 
isole ainsi 220 mg du compose no2, ce qui correspond a un rendement de 130/b. On caracterise le compose 
par chromatographic en couche mince et par spectrometrie de masse. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

- Rf = 0,4 dans un melange de migration chloroforme-methanol (80/20 en volume), 

- (M + H) : pic moleculaire (m/e : 436 - 1 70/0) ; guanine chIoro-2 phenoxyacetylee (m/e : 320-44<>/o). 10 
La purete du produit est confirmee par analyse par resonance magnetique nucleaire a 250 MHz. 

EXEMPLE 3 : Preparation de( N2-methoxyacetyl)-desoxy-2'guanosine (compose no3) 

On seche 5,4 g (20 mmol) de desoxyguanosine puis on les met en suspension dans 100 ml de pyridine 
anhydre. On refroidit a 0°C et on ajoute lentement 4,5 equivalents (10 g ; 90 mmol) de chlorure de 15 
methoxyacetyle. On laisse la reaction se poursuivre a la temperature ambiante pendant 3 h pour former le 
derive tri protege du nucleoside de depart, soit le derive de formule (I) dans laquelle B represente le radical de 
formule (II) derive de la guanine, R 1 represente un atome d'hydrogene, R 2 represente le radical methoxy, R 3 et 
R 4 representent le radical methoxyacetyle et R 5 represente un atome d'hydrogene. 

On detruit I'exces de chlorure d'acide par du methanol pendant 30 min, ce qui produit du methoxyacetate de 20 
methyle de basse temperature d'ebullition (129-1 30° C). On evapore les sofvants et on reprend le residu par du 
chloroforme, puis on le lave par une phase* aqueuse a 5Q/b de bicarbonate de sodium. On seche la phase 
chloroformique sur du sulfate de sodium, puis on Pevapore, ce qui conduit a Tobtention d'un residu orange qui 
correspond au derive triprotege. 

On purifie le derive par chromatographic sur colonne de silice (diametre 4 cm, longueur 10 cm) en utilisant 25 
un gradient chloroforme-methanol. On recueille ainsi 7 g de derive triprotege, ce qui correspond a un 
rendement de 73%. 

On hydrolyse alors les fonctions ester au moyen d'un melange de triethylamine, de pyridine et d'eau 
(20/20/60 en volume). On evapore ensuite les sofvants et on purifie la N2-methoxyacetyl desoxy^ guanosine 
(compose n<>3) par chromatographie sur colonne de silice silanrsee en realisant Telution par un melange d'eau 30 
et d'acetone (70/30 v/v). On obtient ainsi 3,4 g de produit, ce qui correspond a un rendement de 51 (Wo. On 
contrdle le produit par resonance magnetique nucleaire a 250 MHz et par spectrometrie de masse et Ton 
obtient les resultats suivants : 

- (M-H) : pic moleculaire (m/e : 338 - 100/o) ; guanine methoxy-acetylee : (m/e : 222-310/6). 

35 

EXEMPLE 4 : Preparation de (Ne-phenoxyacetyQ-desoxy^ adenosine (compose no4) 

On seche 1025 mg (4 mmol) de desoxyadenosine puis on les dissout dans 20 ml de pyridine distillee 
anhydre et on les introduit dans un ballon place dans un bain d'eau glacee. On ajoute alors lentement 8 
equivalents d'anhydride phenoxyacetique (9,5 g ; 32 mmol) dissous dans 20 ml de pyridine a 0°C. On laisse la 
reaction se poursuivre a la temperature ambiante pendant 90 min et une coloration jaunatre apparaTt 40 
progressivement. On forme ainsi le derive de nucleoside de formule (I) dans laquelle B represente le radical de 
formule (IV) derive de ('adenine, R 1 represente Thydrogene, R 2 represente le radical phenoxy, R 3 et R 4 
representent le radical phenoxyacetyle et R s represente un atome d'hydrogene. 

On detruit alors I'exces d'anhydride d'acide a 0°C par addition de 3 ml d'eau distillee, puis on dilue le milieu 
reactionnel par 100 ml de chloroforme. On lave la phase chloroformique 4 fois au moyen de 50 ml d'une 45 
solution aqueuse a 5% de bicarbonate de sodium, et on evapore le sotvant, ce qui conduit a Tobtention d'un 
residu jaune. On dissout celui-ci dans 100 ml de pyridine et, apres avoir place la solution dans un bain d'eau 
glacee, on ajoute 100 ml de soude 0,2 N a 0°C pour hydrolyser selectivement les positions 3' et 5' de 
^adenosine en 15 min. On neutralise alors la resine echangeuse de cations Dowex 50W-X8 sous forme 
pyridinium utilisee dans I'exemple 1. On filtre et on rince la resine puis on evapore a sec le filtrat. 50 

On obtient ainsi la (Ne-phenoxyacetylJ-desoxy^ adenosine (compose n<>4) que Ton purifie par 
chromatographie sur colonne de silice (diametre 4 cm et longueur 10 cm) en utilisant un gradient de 
chloroforme-methanol (100-0-96-4). On evapore alors les fractions contenant le produit recherche et Ton 
obtient ainsi 1010 mg d'une poudre blanchatre, ce qui correspond a un rendement de 65%. 

On caracterise alors le produit par chromatographie sur couche mince, par resonance magnetique 55 
nucleaire du proton a 250 MHz et par spectrometrie de masse. Les resultats obtenus sont les suivants : 

- Rf : 0,66 avec le melange de migration chloroforme-methanol (80/20 en volume), 

- resonance magnetique nucleaire du proton a 250 MHz : 1 H-RMN (pyridine ds) : 2,7-3,3 (m, 2H, H2, H2-; 
4,1-4,35 (m, 2H. H5H5-) ; 4,6 (m, H4 ) ; 5.25 (m, H 3 ) ; 5,65 (s, 2H, CH 2 ) ; 7,0 (m, Hv) ; 6,9-7,4 (m, 5H, CeH 5 ) ; 8,75 

et 9,05 (s, H 2 et H 8 ). 60 

- spectrometrie de masse : (M + H) : pic moleculaire (m/e : 386-16<Vb) ; adenine phenoxy acetylee (m/e : 
270 - 66O/0). 
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EXEMPLE 5 : Preparati on de (Nt-isobutyrvQ-desoxy-g cytidine (compose n<>5) 

On seche 4 mmol de desoxycytidine puis on les dissout dans 15 ml de pyridine anhydre et on 'ntrodurt la 
solution dans un ballon place dans un bain d'eau glacee. On ajoute alors lentement 6 equivalents (2,5 ml ; 24 
mmol) de chlorure d'isobutyryle. On laisse la reaction se poursuivre a la temperature ambiante pendant 120 
5 min et le milieu prend une teinte orangee. On forme ainsi le derive triprotege du nucleoside de depart, sort le 
derive de formule (I) dans laquelle B represente le radical de formule (III) derive de la cytosine, Ri et R 
represented le radical methyle. R 3 et R 4 represented le radical isobutyryle et R* represente un atome 

d On dSt'l'exces de chlorure d'acide a 0°C par 2 ml d'eau bidistillee et on dnue le milieu reactionnel par 100 
10 ml de chloroforme. On lave la phase chloroformique 4 f ois par 50 ml de solution a 5»A> de bicarbonate de 
sodium pour eliminer I'acide isobutyrique forme, on seche sur du sulfate de sodium et on - f va P ore 5^ ec | °" 
obtient un residu orange que Pon dissout dans 5 ml de pyridine refroidie a 0°C. On ajoute alors 100 ml de 
soude 0,2 N a 0° C et on laisse la reaction dtrydrolyse selective des fonctions ester en 3 et 5 du desoxyribose 
se poursuivre pendant 30 min. On neutralise alors le milieu par la resine echangeuse d ions Dowex 50W-X8 
15 sous forme pyridinium utiiisee dans I'exemple 1 . On filtre ensuite et on rince la resine, puis on evapore a sec le 

™On" purifie par chromatographie sur colonne de silice (diametre 4 cm ; L : 10 cm) en utilisant un gradient de 
chloroforrne-methanol (100-0 a 95-5). On evapore les solvants et Ton obtient ainsi 630 mg d une poudre 
blanche constitute d'isobutyryl-desoxycytidine. ce qui correspond a un rendement de 50%. 

On caracterise le produrt par chromatographie sur couche mince, spectrometrie de masse et resonance 
magnetique nucleaire du proton a 250 MHz. Les resultats obtenus sort les suivants : 

- Rf - 0 55 avec le melange de migration chloroforme-methanol (80/20), 

- spectrometrie de masse (M+H) : pic moleculaire (m/e - 298-1 10A», cytosine tsobutyrylee 

-Tfionance'rrSltique nucleaire du proton a 250 MHz : 1 H-RMN (methanol d 4 ) : 1.2 (d. 6H. 2(CH 3 ) de ibj 
2,15-2,6 (m, 2H. H 2 .. H 2 -), 2,7 (m, rflb) ; 3.7-3.9 (m, 2H. H 5 -. H 5 -) ; 4,0 (m. H 4 ) : 4,4 (m, H 3 ) : 6,25 (t. Hv) ; 7.5 et 
8J5 {6, H 5 et H 6 ). 

EXEMPLE 6 - Preparation de (N 4 -isobutvrvl)(dimethoxy-4,4'-tritvl)-5' desoxy-g cyBdine (compose n o6) 

On seche 2.5 mmol du com pose n°5 par additions et evaporations successes de pyridine anhydre. On 
reprend par 25 ml de pyridine, on refroidit a 0°C et on ajoute 2,75 mmol (1.1 equivalent) de chlorure de 
dimethoxy-4 4' trityle dans 25 ml de pyridine, a 0°C. On laisse la reaction se poursuivre pendant 17 h a 5 C et 
on ajoute alors 2 ml de methanol au milieu reactionnel. Apres 30 min, on chasse le solvant a I evaporateur 
rotatif et on reprend le residu huileux par 100 ml d'acetate d'ethyle. et on lave par 3 fois 50 ml de solut.on 
aaueuse a 50/0 de NaHCOa et une fois 50 ml cTeau bidisWIee. On seche alors la phase organ.que sur sulfate de 
sodium et on la concentre. Par fractionnements sur colonne de gel de sflice, on isole le compose n>6 ainsi 
obtenu qui repond a la formule (I) dans laquelle B est le radical de formule (III) derive de cytos.ne, R"> et R 
sont des radicaux methyle, R 3 est le radical dimethoxy-4,4' trityle, R 4 est un atome d'hydrogene et R 5 est un 

^ Le^ clrSSques physico-chimiques de ce compose et le rendement de la reaction sont donnes dans le 
tableau 1 annexe. 

EXEMPLE 7 : preparation de( N6-phenoxvacetyl)-(dimethoxy-4,4' t rityl)-5' desoxy-2' adenosine (compose 

45 ^On suit le meme mode operatoire que dans I'exemple 6, mais en utmsant 2,5 mmol du compos e n°4j ai Hieu 
du compose no5 et I'on produit ainsi le compose n»7 : (Ne-phenoxyacerylMd^thoxy-4,4 trrtyl)-5 dfesoxy-2 
ad6nosine, soft le compose repondant a la formule (l) dans laquelle B est le radical dW»dt I adenmede 
formule (IV). R 1 est un atome d'hydrogene. R2 est le radical phenoxy, R 3 est le radical dimethoxy-4,4 -trityle, 
R* est un atome d'hydrogene et R 5 est un atome d"hydrogene. 

Le rendement de la reaction et les caracteristiques physico-chimiques de ce compose sont donnees dans 
le tableau I annexe. 

EXEMPLE 8 : Preparation du (N2-methoxyacetyl)-(dimethoxy-4,4' trityl)-5' des oxy-2- guanosine (compose 

^n suit te meme mode operatoire que dans rexemple 6, mais en utilisant 2,5 mmol du compose no3 au lieu 
du compose n<>5. On obtient ainsi le compose n»8 repondant a la formute (I) dans laquelle B est le radteal de 
formule (II) derive de la guanine. R^ est un atome d'hydrogene, R* est le radical methoxy, R 3 est le radical 
dimethoxy-4.4'-trityle, R 4 est un atome d'hydrogene et R5 est un atome d'hydrogene. 

Le rendement de la reaction et les caracteristiques physico-chimiques de ce compose sont donnes dans le 

60 tableau 1 annexe. , . . . j_,, K iot 

Dans ce tableau, les lettres entre parentheses indiquent la multipticite du pic avec s=singulet. d= doublet. 

t= triplet ; q= quadruplet et m= multiple! 
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EXEMPLE 9 : Preparation du compose no9 

Cet exemple illustre la preparation d'un derive phosphoryle du compose n©8 destine a la synthese 
phosphotriester de polynucleotides. 

On seche 3 mmol du compose n<>8 par ajout et evaporation de pyridine anhydre (3 fois 5 ml). On reprend le 
residu dans 15 ml de pyridine et on ajoute 4,5 mmol de bistriazolidate de chloro-4 phenylphosphoryle dans 30 5 
ml de dioxanne anhydre (le bistriazolidate de chloro-4 phenylphosphoryle a ete obtenu en ajoutant 4,5 mmol 
de dichlorophosphate de chloro-4 phenyle a une suspension de 9 mmol de triazole et 9,35 mmol de 
triethylamine dans 30 ml de dioxanne). On laisse la reaction se poursuivre pendant 20 min et on la stoppe alors 
par addition de 6 ml d'un melange H20-triethyIamine (1/1 en volume) puis on reduit le volume du milieu 
reactionnel a 5 ml par evaporation. On reprend dans 100 ml de chloroforme et on lave 3 fois avec 50 ml de w 
solution aqueuse de NaHCOs puis avec 100 ml d'eau. On seche la phase chloroformique sur sulfate de 
sodium, puis on I'evapore a sec. Le compose recherche est isoie par chromatographic sur gel de silice. On 
controle alors le produit obtenu par spectrometrie de masse et par resonance magnetique nucleaire. Le 
rendement de la reaction et les resultats obtenus sont donnes dans le tableau 2 annexe. 

Le compose n°9 ainsi obtenu est le derive de nucleoside de formule (I) dans laquelle B represente le radical 15 
derive de la guanine de formule (II), R 1 represente un atome d'hydrogene, R 2 represente le radical methoxy, 
R 3 represente le radical dimethoxy-4,4' trityle, R 4 represente le radical de formule (VI) et R 5 represente un 
atome d'hydrogene. 

EXAMPLE 10 : Preparation du compose n<>10 

Dans cet exemple, on suit le meme mode operatoire que dans Texemple 9 pour preparer le derive 
phosphoryle destine a la synthese phosphotriester du compose n°7 en utilisant 2,5 mmol du compose n©7 au 
lieu de 2,5 mmol du compose n©8. On obtient ainsi le compose nolo qui repond a la formule (I) dans laquelle B 
represente le radical de formule (IV) derive de I'adenine, R 1 represente un atome d'hydrogene, R 2 represente 
le radical phenoxy, R 3 represente le radical dimethoxy-4,4' trityle, R 4 represente le radical de formule (VI) et R 5 
represente un atome d'hydrogene. 

On controle comme precedemment les caracteristiques du compose obtenu par spectrometrie de masse et 
par resonance magnetique, les resultats obtenus et le rendement de la reaction sont donnes egalement dans 
le tableau 2 annexe. 

EXEMPLE 11 : Preparation du compose n<>11 

Dans cet exemple, on suit le meme mode operatoire que dans I'exemple 9 pour preparer le derive 
phosphoryle du compose no6 destine a la synthese phosphotriester en utilisant 3 mmol du compose n©6 au 
lieu de 3 mmol du compose no8. 

On obtient ainsi le compose noi 1 repondant a la formule (I) dans laquelle B represente le radical de formule 
(III) derive de la cytosine, R 1 et R 2 represented le radical methyle, R 3 represente le radical dimethoxy-4,4' 
trityle, R 4 represente le radical de formule (VI) et - R 5 represente un atome d'hydrogene. 

Comme dans les exemples 9 et 10, on controle le produit obtenu par spectrometrie de masse et par 
resonance magnetique nucleaire. Le rendement de la reaction et les resultats obtenus sont donnes dans le 
tableau 2 annexe. 

EXEMPLE 12 : Preparation du compose no12 

Dans cet exemple, on prepare le derive phosphoryle du compose no8 destine a la synthese 
phosphoramidite d'oligonucleotides. 

On seche 3 mmol de compose n<>8 par co-evaporation de pyridine, de toluene et de tetrahydrofuranne 
(THF). On reprend le residu dans 15 ml de THF en presence de 12 mmol de N.N.N-diisopropylethylarnine et on 
ajoute goutte a goutte en 2 min 6 mmol de -cyanoethyl-monochloro N,N-diisopropylaminophosphoramidite. 
Apres 5 min de reaction, on observe la formation d'un precipite de chlorhydrate de Tamine. On laisse la 
reaction se poursuivre pendant 35 min et on filtre le precipite en fin de reaction, puis on evapore a sec le filtrat 
et on le reprend dans 150 ml d'acetate d'ethyle. On lave par une solution aqueuse glacee a 10% de Na2COa. 
On seche ensuite la phase organique sur sulfate de sodium et on Tevapore a sec. 

On purifie le compose obtenu par chromatographie basse pression sur une colonne MERCK "LOBAR" de 
taille B en utilisant pour Telution un melange CH 2 Cl2-hexane-triethylamine (70/20/10 de en volume). On 
reprend le compose obtenu par un minimum de drchloromethane ou d'acetate d'ethyle et on le precipite dans 
Thexane a -80° C. On analyse le produit par resonance magnetique nucleaire. Les resultats obtenus et le 
rendement de la reaction sont donnes dans le tableau 3 annexe. 

On obtient ainsi le compose n«>i2 qui repond a la formule (I) dans laquelle B represente le radical de formule 
(II), derive de la guanine, R 1 represente un atome d'hydrogene, R 2 represente le radical methoxy, R 3 
represente le radical dim6thoxy-4,4' trityle, R 4 represente le radical de formule (VII) et R s represente un atome 
d'hydrogene. 

EXEMPLE 13 : Preparation du compose n<>13 

Dans cet exemple, on prepare comme dans I'exemple 12 le derive phosphoryle du compose n©7 destine a la 
synthese phosphoramidite en utilisant 3 mmol du compose n°7 au lieu de 3 mmol du compose n<>8. On analyse 
egalement le produit obtenu par resonance magnetique nucleaire. Le rendement de la reaction et les resultats 65 
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sont donnes dans le tableau 3 annexe. . rTn11 , Q mA 

On obtient ainsi te compose no13 qui repond a la formule (I) dans laquelle B est le radial defon^teJO 
derive de I'adenine, R' est un atome d'hydrogene. R* est le radical phenoxy. R* est te rad.cal d.methoxy-4.4 
trityle, R 4 est le radical de formule (VII) et R s est un atome d'hydrogene. 

^ ^STS^^^V ^ 12 ,e derive phosphoryle du compose n<* destine a 
la Sm^lKLrarrikiiS en utilisant 3 mmol du compose no6 au lieu de 3 mmol du compose no 8 On 
iSSJSlSSrtS produit obtenu par resonance magnetique nuc.eaire. Le rendement de .a react,on et les 

m rocnitat<5 obtenus sont donnes dans le tableau 3 annexe. 

(H^de^deTcyfosine^i et R 2 ^presentent le radical methyle. R* represente le radical d.methoxy-4.4 
trityle, R 4 represente le radical de formule (VII) et R* represente un atome dhydrogene. 

IS EXEMPLE 15 : Preparation de la N6-phenoxyacetyl (dimethoxy-4,4' trityl)-5' desoxy-2- guanosine (compose 

""on sui* le meme mode operatoire que dans I'exemple 6, en utilisant 4 mmol du compose no1 au lieu du 
compost no 5 eUon produitrinsi le compose n<>15, sort le compose repondant a laformule (I) .tens -too^l .B 
2tT radical derive de la guanine de formule (II), R1 est un atome d'hydrogene, R2 est le radical phenoxy, R3 
2 le radteal dimethoxy-4 4' trityle, R4 est un atome d'hydrogene, R5 est un atome d'hydrogene 

ll ^re^lnrdTlalaction est de 70%. Le Rf de ce compose dans le melange Ch oroforme/Me hanol 
(M IO) vSt S. Les deplacements chimiques des principal protons de cette methanol 
dTutene ont les valeurs sufvantes : H8 . 8,07 ppm. HV : 6,45 ppm (t), H3': 4.75 ppm (m), H CHS de d,methoxy 
trityle : 3,86 ppm (s), H CH2 de phenoxyacetyle : 5,05 ppm (s). 

^cltTxempff rpri- Pexemp.e 12 ,e derive phosphoryle du compose ndB, desKne a 

,a *S^»££b£*L en uti.isant 3 mmol du compose ndS au fie u ^ jo ^J^StlS 
rendement en Droduit final est de 5CWb. Le produit est caractense par un doublet en RMN du 31 P localise a I4to 
et S ' £>m dSs"a pyridL deuteriee. Les principaux pics en RMN du proton dans ^cetonrtnle deutene 
font locaE a - 8.12 ppm (s, H8), 6,45 ppm (t, HI'). 5.05 ppm (s, CH2 phenoxyacetyle) et 4 88 ppm (m H3£ 
pS s^ometrie de rnasse a .'aide d'une source d'ions FAB il est possible d'observer le pic moleculaire de 

de fon?ute ai), R1 est un atome d'hydrogene. R2 est le radical phenoxy. R3 est le rad.cal d.methoxy-4,4 tntyte, 
R4 est le radical phosphore de formule (VII). R5 est un atome d'hydrogene „ m t&n&c 
Les exemples 17 a 19 qui survent illustrent la preparation de mononucleotides complement proteges 
destines a la synthese ^oligonucleotides selon la methode H-phosphonate. 

~ ^^^^TJ^T^ n.17 ««• 4 * - *— • — " 

no7 par corporation de 5 ml de dioxanne -^^^i^S^ 
15 ml de ce solvant et 5 ml de pyridine anhydre. On additionne alors 5 ml d une solution 1,25 M de chloro-2 
benzo-5.6-a) [dioxo-1.3 phosphor-2 inone-4] ou salicylchlorophosphrte de formule : 
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on laisse la reaction se derouler pendant 10 minutes a la temperature ambiante. 

On SoJne 0,5 m. d'eau £ on laisse evoluer I'hydrolyse pendant 10 minutes. On verse j*» ice 
meTanqe dans 250 ml de solution aqueuse molaire d'acetate de triethylammonium et I on extrait le produit 
SXK^foissS ml de chloroforme. On seche la phase organique avec du sulfate de sodium ****** 
TFSZZS?* I'evaporateur rotatif. On punfie le residu ainsi obtenu par ^f^^iSTn 
performance sur une colonne de gel de silice (200x40 mm). On elue le produrt avec <^ 
concentration croissante de methanol dans un melange a 2% de triethylamine dans le chtoroforme (P«b de 
SSSStSo ml; 10ft.de methanol : 250 ml ; 2PM de methanol : 250 ml ; 3% de methannol : 250 ml ^ de 
mlthano : 250 ml - TWO de methanol : 500 ml). On rassemble les fractions contenant te produrt recherche et on 
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evapore le solvant pour obtenir un produit se presentant sous la forme d'une mousse blanche. Le rendement 
en produit N©17 est de 55%. On analyse le produit par resonance magnetique nucleaire, les resultats obtenus 
sont regroupes dans le tableau IV. 

On obtient ainsi le compose rv>17 qui repond a la formule (I) dans laquelle B represente le radical de formule 
(IV), derive de Padenine, Ri represente un atome d'hydrogene, R2 represente le radical phenoxy, R3 
represente le radical dimethoxy-4,4' trityle, R4 represente le radical phosphore de formule 



I 

H - P - 0 
II 
0 



<C H 
2 



) NH 
5 3 



et R5 represente un atome d'hydrogene. 



EXEMPLE 18 : Preparation du compose n°18. 

Dans cet exemple, on prepare comme dans Pexemple 17 le derive phosphoryle du compose n©15 destine a 
la synthese d 'oligonucleotides selon la methode H-phosphonate en utilisant 5 mmol du compose noi5 au lieu 
de 5 mmol du compose n<>7. Le rendement de la reaction est de 48% et on analyse le produit obtenu par 
resonance magnetique nucleaire. Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau IV. 

On obtient ainsi le compose n©l8 qui repond a la formule (I) dans laquelle B represente le radical de formule 
(II), derive de la guanine, Ri represente un atome d'hydrogene, R2 represente le radical phenoxy, R3 
represente le radical dimetoxy-4,4' trityle, R4 represente le radical phosphore de formule 



I 

H - P - 0 
It 
0 



CC H ) NH 
2 5 3 



et R5 represente un atome d'hydrogene. 

EXEMPLE 19 : Preparation du compose noia 

Dans cet exemple, on prepare comme dans Pexemple 17 le derive phosphoryle du compose no5 destine a la 
synthese d'oligonucleotides selon Ja methode H-phosphonate en utilisant 5 mmol du compose n<>5 au lieu de 5 
mmol du compose n©7. 

Le rendement de la reaction est de 62% et on analyse le produit obtenu par resonance magnetique 
nucleaire. Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau IV. 

On obtient ainsi le compose n<>19 qui repond a laformule(l) dans laquelle B represente le radical de formule 
(111), derive de la cytosine, Ri et R2 represented le radical metyle, R3 represente le radical dimethoxy-4,4' 
trityle, R4 represente le radical phosphore de formule 

i - + 
H - P - 0 ' CC H ) NH 

8 .253 



et R5 represente un atome d'hydrogene. 
EXEMPLE 20 : 

Cet exemple illustre I'utilisation des composes n© 9, nolo et n°1 1 pour la synthese d'un oligonuc!6otide dont 
la sequence est la suivante : 

d(AATTCAGATUTGATCAT) AGRE-AGRE 

Dans cette sequence, A represente le nucleotide forme avec Padenine, C represente le nucleotide forme 
avec la cytosine et G represente le nucleotide forme avec la guanine, T represente le nucleotide forme avec la 
thymine et U le nucleotide forme avec Puracile. 

Pour effectuer cette synthese, on utilise les composes n°9, n©10 et n©H comme synthons correspondant 
respectivement a la guanine, Padenine, et a la cytosine et des synthons correspondant a la thymine et a 
Turacile. Ceux-ci sont obtenus a partir des nucleosides correspondants en protegeant les fonctions hydroxyle 
en 5' et en 3' respectivement par le radical dimethoxy-4,4' trityle et le radical de formule VI) en utilisant le meme 
mode operatoire que dans les exemples 6 a 11. 

On effectue la synthese au moyen d'un automate Biosearch "SAM ONE" en utilisant : 

- 50 mg, soit environ 1,5 a 3 mol, du support comportant Textremite 5' de la chalne (Pierce 'Controlled Pore 
Glass"), 

- 25 mg par cycle de condensation des derives de nucleosides obtenus dans les exemples 9 a 11 et des 
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svnthons de thymidine et de desoxy-^ uridine, ce qui represente environ 8 a 15 equivalents et 

- V S mg pa? cycte 1 condensation: sort 2 equivalents par rapport au nucleoside, d'un agent deactivation 

constitue par du chiorure de mesrtytene sutfonyle. 

Les etapes composant chaque cycle de condensation sont !es suivantes : 
5 - detritylation : acide trichloracetique a 2<>/o dans CH2CI2 pendant 2 mm, 
- lavage : CH3CN pendant 1 min, 

I tSS^^^^S^ -nomere et ch.orure de mesitylene sutfonyle dans .e melange 
CH3CN/methyI-1 imidazole (85/15 en volume pendant 15 mm, et 

10 ' TSl^Z^o^on, on obtient done un 9 e. de silice ^^^SSSTJt^ 
fecon covalente On transfere alors le tout dans une ampoule en pyrex, on ajoute de I ammomaque a SSfflt. et 
orT?a la2l pendant 8 h a la temperature ambiante. On Hbere alnsi .'oligonucleotide du support en ehmmant 
eaalement les qroupes protecteurs faisant I'objet de ^invention. 
9 On priors .^un^eant et on rince ia silice avec 3 f ois 1 m. d'eau bidistB.ee. ^On , ,^h££rt rt 
on reprend le residu dans 0,5 ml d'eau, puis on le fractionne sur une colonne de Sephadex G 25 (d'^netre , 1 
cm H 7 'cm)! on recueille les fractions qui presentent une absorption dans 1'ultrav.olet a 254 nm et on les 

,y °On Se par marquage au phosphore 32 au moyen de la Trinucleotide kinase et par electrophorese 
su^qeTde po^crylLde la bonne longueur du fragment d'ADN synthetique obtenu. Le decoupage de la 
l^de correspondante et re.ution du compose permettent de purifier to produrt en vue d une utilisation 

bW On 9 pr'epare de la meme facon tes oligonucleotides dont les sequences sont les suivantes : 

- d ( AATTCAG AUCTG ATCAT) , 
25 - d (AATTCAG UTCTG ATCAT) , 

- d (AATTCAUATCTG ATCAT) , et 

" OnoMem T £t!em T enI de bons resultats et une elimination des groupes protecteurs dans des conditions 

douces, dans I'ammoniaque a temperature ordinaire. 



15 



20 



30 



^aSSSkemple. on utilise les composes nol2. no13 et no14 pour synthetiser des homopolymeres de 15 
nucleotides de lonqueur en utilisant la synthese phosphoramidite. 

On°6aSe les syntheses a I'aide du meme automate Biosearch "SAM ONE que dans I'exemple 20 et on 

35 ^£2^Jt™£££n'«** dans rexemple 15 comportant .'extremite 3' de la chaTne 

^ma^ com'poses 12, 13 ou 14 par cycle de condensation (20 a 25 equivalents), et 
S mgpaTcy"; Td^condensation (2 equivalents par rapport au nucleotide) d'un agent d'activation constitue 

40 par le paranitrophenyl-5 tetrazole. 

Chaque cycle de condensation comporte les etapes suivantes : 
- detritylation : acide trichloracetique a 2 Wo dans CH z Clz pendant 1 mm 30, 



45 



- lavage : CH3CN pendant 1 min, J . „ 

- sechaae - CH3CN anhydre/dimethylformamide anhydre (90/10) pendant 3 min, _ 

- condensation : derive de nucleoside + agent deactivation dans le melange CrfeCN/d.methytformam.de 



-^xvoition Tode a 0450/0 dans tetrahydrofuranne/eau/lutidine (89.5/10/0.5) pendant 1 min 
- S2SS des Lotions hydroxyle n'ayant pas reagi pour stopper rogation des cteines mcomp.etes . 
melange d'anhydride acetique et de methyl-1 imidazole dans CH3CN anhydre pendant 2 mm, 

" Aprls 14^^^ realises avec le meme compose (composes no 12, no13 ou n.14), on 
transfere le support comportant le produit synthetfee dans une ampoule de pyrex et on ajoute 2 m 
d^mTniaque On^aintient Tes ampoules pendant 8 h a .a temperature ambiante, ce qu, permet 
d'eliminer les groupes protecteurs faisant Tobjet de Invention. ™i Q o~h«r^t 
On prSeve a?ors le surnageant et on rince la silice avec 3 fois 1 m. d'eau bailee. P"'^^^^ 
a fevaporateur rotatif . On reprend le residu brut dans 0.5 ml djeauet on le p« drona^h»«r gel 
de Sephadex G 25. On recueille les fractions absorbant a 254 nm et on analyse J 6 "^"* 6 ^^ 
felectroDhorese sur gel de polyacrylamide apres marquage au phosphore 32 par T4-polynucleotide kmase. 
SXSS ■ alnsi que .e^S homopolymeres synthases ont la longueur voulue et quite correspondent 
60 respectivement a d(Ais), d(Cis) et d(Gi5>- 

EXEMPLE 22 - Preparation d'un oligonucleotide par la methode H-phosphonate. 

geTexernp le fllustte rutilisation des composes no17, no18 et n<>19 pour la synthese d'un oligonucleotide 
dont la sequence est la suivante : 
65 5' d(ATGATCTACT) 3' 



50 



55 
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Dans cette sequence, A, G, C et T represented les mimes nucleotides que dans la sequence de I'exemple 
20. 

Pour effectuer I'assemblage, on utilise les composes nol7, noi8 et noi9 comme synthons correspondant 
respectiyement a I'adenine, la guanine et la cytosine et un synthon correspondant a la thymine. Ce dernier est 
obtenu a partir de la thymidine en protegeant la fonction 5' par un groupement dimethoxy-4,4' trityle et la 
fonction 3' par le groupement phosphore de formule 



I - + 




(C H ) NH 
2 5 3 



en utilisant le mime mode operatoire que celui rapporte precedemment pour le derive H-phosphonate de 
Tadenine. 

On effectue Tassemblage au moyen d'un automate Biosearch "SAM ONE" en utilisant : 

- une colonne preconditionnee par le constructeur comprenant le support greffe avec 1 micromole de 
thymidine protegee en 5' par un groupement dimethoxy-4,4' trityle, 

- 8 mg par cycle de condensation des derives de nucleosides n<>l7, n°18 et n©i9 et du derive correspondant de 
la thymidine. Ce qui represente environ 10 equivalents molaires, et 

- 6 microlitres par cycle de condensation soil 50 equivalents molaire de chlorure de trimethyl acetyle, utilise 
comme agent d 'activation. 

Les etapes composant chaque cycle de condensation sont les suivantes : 

- acide trichloracetique a 2P/b dans le dichloromethane, 3ml en 1 minute, 

- lavage a r acetonitrile : 3 ml, 

- sechage avec un melange pyridine/acetonitrile 1:1/3 ml, 

- condensation : derive du nucleoside et agent d'activation dans 2 ml de melange pyridine/acetonitrile en 1 
minute, 

- lavage par 3 ml de melange de pyridine et d'acetonitrile, 

- lavage par 3 ml d'acetonitrile. 

A la fin des cycles de condensation, on procede a Poxydation des phosphores internucleotidiques par 
passage d'une solution d'iode a 20/o dans un melange pyridine/eau 98/2 (3ml). On effectue ensuite un lavage 
par le melange de pyridine et d'acetoniriie (5ml), par Pacetonitrile (3m!) et Ton procede a la detritylation comme 
il est decrit ci-dessus. 

On obtient alors un gel de silice comportant le polynucleotide lie de facon covalente. On transfere le tout 
dans une ampoule en pyrex, on ajoute 2ml d'ammoniaque a 28<>/o et on la laisse pendant 2 heures a la 
temperature ordinaire. On libere ainsi roiigonucleotide du support en eliminant egalement les groupements 
protecteurs faisant Tobjet de I'invention. On preleve alors le surnageant, on rince la silice avec 3 fois 1 ml d'eau 
bidistillie, on evapore le solvant et on reprend ie residu par 0,5 ml d'eau. On le fractionne ensuite sur une 
colonne de Sephadex G25 (diametre 1 cm, hauteur 7 cm), on reunit les fractions presentant une absorption 
dans Tultraviolet a 254 nm et on les lyophilise. 

On verifie la bonne longueur du produit synthetise par marquage radio-actif au phosphore 32 au moyen de la 
T4-polynuc!eotide kinase survi d'une electrophorese sur gel de polyacrylamide. 
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Compost n* 9 

OCH, 
\ 3 




0C 6 H A CI 




OC 6 H 4 Cl 



Compose n* 11 
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Compos 6 n° 12 



OCH 
1 
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Compose n* 17 




H 

Compost n° 18 




H 

Compose n ° 19 




H 
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Revendications 

1. Derive de nucleoside repondant a laformule : 



R 3 0 



0R A R 5 



/ 

B^CO-CH 



V 



CI) 



10 



15 



dans laqueile B represente un radical bivalent choisi parmi : 
0 




(II) ; 




(III) ou 




IV) 



alkyle ou aryle substitue ou non, SR avec R representant un radical alkyle ou aryle ; a I'excluston de R 1 = H 
et R 2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) ou (III), et de R 1 = R 2 -CH 3 lorsque B 3 est le radical (II); 
- R 3 represente un atome d'hydrogene, un radicaJ labile en milieu acide ou le radical de formule : 



20 



25 



30 



relie au groupement CO par son groupement NH- exocyclique ; 

- R 1 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle ; 

- R 2 represente un atome d'hydrogene, un radical aikyl, un radical alcoxy, un radical aryioxy non substitue 

ou substitue par un ou des groupements choisis parmi NO2, CN, alcoxy, aryioxy, 35 

aryioxy, CI, F, C , C v „ SO R, S. , 

N)R V R 2 V R ^(0R)2 



40 



45 



\ 

2^ 



CH - CO - 



50 



dans laqueile R 1 et R 2 ont la signification donnee ci-dessus, 

- R 4 represente un atome d'hydrogene, un radical phosphore ou le radical : 



55 



R 



CH-CO- 



60 



dans lequel R 1 et R 2 ont la signification donnee ci-dessus ; et 
- R 5 represente un atome d'hydrogene ou le radical OH. 

2. Derive de nucleoside seton la revendication 1 > caracterise en ce que le radical labile en milieu acide 65 
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R3 est choisi dans le groupe des radicaux trityt de formule : 



10 



- C 




(V) 



15 



dans laquelle R 6 , R 7 et R 8 qui peuvent etre identiques ou differents, represented un atome d hydrogene, 
un^aS ^le ou un radial alcoxy, des radicaux pbcyle et des radicaux pheny!-9 xanthenyie. 

selon Pune quelconque des revendications 1 et 2, caractense en ce que le 
radical phosphore R 4 est choisi dans le groupe des radicaux de formule : 



20 



25 



de formule 



0 - P - 0 (C H ) 
\ 

0 c H /C i 
6 4 cl 



2 H 5> 3 NH CVI> 



CH 



30 



35 



40 



CH 

/ CH 
i 7 3 
NCCH CH 0-P-N 

22 \ 

\ CH 

N / 3 
CH 

^CH 



(VII) 



ou de formule : 



45 



i c-> 

H - P - 0 

8 



50 



4. Derive de nucleoside selon la revendication 1, caractense en ce que B represente : 



55 



-HN 




(II) 



60 



Ri represente un atome d'hydrogene et R 2 represente un radical alcoxy ou un radical aryloxy 
"T£eS 



65 
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— 0 - 



ou CH 0- 

3 



6. Derive de nucleoside seiort la revendication 1, caracterise en ce que B represente : 




(IV) 



R 1 represente un atome d'hydrogene et R 2 represente un radical aryloxy eventuellement substitue. 

7. Derive de nucleoside selon la revendication 6, caracterise en ce que R 2 represente le radical 
phenoxy. 

8. Derive de nucleoside selon la revendication 1, caracterise en ce que B represente : 



10 



15 



20 



25 




(III) 



30 



35 



Ri et R 2 qui peuvent etre identiques ou differents representent un atome d'hydrogene ou un radical 
alkyle. 

9. Derive de nucleoside selon la revendication 8, caracterise en ce que R 1 et R 2 representent le radical 
methyle. 

10. Derive de nucleoside selon Tune quelconque des revendications 1 et 4 a 9, caracterise en ce que R 3 
et R 4 representent un atome d'hydrogene. 

11. Derive de nucleoside selon Tune quelconque des revendications 1 et 4 a 9, caracterise en ce que R 3 
represente le radical : 



40 



45 



- c 




et R 4 represente un atome d'hydrogene. 

12. Derive de nucleoside selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, caracterise en ce que R 5 
represente un atome d'hydrogene. 

13. Derive de nucleoside selon Tune quelconque des revendications 1 et 4 a 9, caracterise en ce que R 3 
represente le radical : 



50 



55 



60 
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10 



15 



- c 




et R 4 represente le radical : 



= pO M [cC 2 H 5 > 3 Mh| + (VI) 



0 C H CI 
6 4 



20 



14. Derive de nucleoside selon rune quelconque des revendications 1 et 4 a 9, caracterise en ce que R 3 
represente le radical : 



25 



30 



- c 




35 



40 



45 



et R 4 represente le radical : 



CH 



/ CH 3 



NCCH CK 0-P-N 
2 2 



CH 



CH 



./ CH 3 



CH 



(VII) 



50 



15. Derive de nucleoside selon rune quelconque des revendications 1 et 4 a 9, caracterise en ce que R 3 
represente le radical : 



55 



60 




65 



et R 4 represente le radical : 
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— P - 0 



CC H ) NH 

2 5 3 



16. Derive de nucleoside selon I'une quelconque des revindications 13 a 15. caracterise en ce que R5 
represente un atome d'hydrogene. 

17. Procede de synthese d'ofigonucleotides. caracterise en ce qu'il comprend : 

1° au moins un cycle de condensation dans lequel on condense sur un derive de nucleoside ou sur 
un oligonucleotide un derive de nucleoside de formule : 



10 




£ B-CO-CH 



\r 2 



CI) 



dans laquelle B represente un radical bivalent choisi parmi : 



15 



20 



25 



NH 




(IV) 



30 



35 



relie au groupement CO par son groupement NH- exocyclique ; 

- R 1 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 

- R 2 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle, un radical alcoxy, un radical aryloxy 
substitue ou substitue par un ou des groupements choisis parmi N0 2 . CN, alcoxy, aryloxy 



non 



40 



45 



ou aryle substitue ou non, SR avec R representant un radical alkyle ou aryle, a I'exclusion de Ri = H 50 
et R2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) ou (III) et de R1 R* = CH 3 lorsque B est le radical (II) • 

- R 3 represente un radical labile en milieu acrde, 

- R 4 represente un radical phosphore, et 

- R 5 represente un atome d'hydrogene ; et 

2o) une etape d'elimination du ou des groupes protecteurs de formule : 



55 



CH - CO - 



60 



dans lesquelles R 1 et R 2 sont tels que definis ci-dessus. 
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Revendications pour les Etats contractants suivants | ES, AT 

1 . Precede de preparation de derives de nucleos.des de f ormule 



15 




B-CO-CH 



V 



OR 4 R 5 



(1) 



dans laquelle B represente un radical bivalent choisi parmi : 



20 



25 



30 




NH 



cm 



(111) ou 



I 



reBeaugroupementCOparsongroupementNH^xo^cnque: 
-Ri represente - atome d'hy^ 




CIV) 



11 represente un atome d'hydrogene ou un raairai aiKy.^ non 



35 



40 



*0 

^OR 



, SO R, S 
R 2 



s 



:0 

"COR) 2' 



r2 = CH3lorsqueB est le radical (It) ou (HI), etK -^ 3 m^>m 
- R 3 represente le radical deformule ; 



45 



CH-CO 



50 



dans laquelle R 1 et R 2 ont la signification donnee ci-dessus, 
-R 4 represente le radical : 



55 




CH-CO 



dans lequet R 1 et R* ont la signification donnee ci-dessus ; et 

carS - - Cl - Side P™* ^ nUC!§ ° SWeS * * 9UaninS ' * ^ 

cytosine et de I'adenine avec un chlorure d'acide de tormule : 



65 
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10 



15 



- c 
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dans laquelle R", R7 et R<» qui peuvent etre identiques ou differents, represented un atome d'hydrogene, 
un radical alkyle ou un radical alcoxy, 

- R* represente un radical phosphore choisi parmi le radical de formule : 



20 



P - 0 (C H ) MH 
^ 2 5 3 NH 



(VI > 



0 C H 
6 4 



CI 



le radical de formule : 



25 



30 



35 



CH 



CK 



/ 



CH 



NCCH CH 0-P-N 
2 2 



\ 



CH 



CH 
/ 3 



CH 



(Vll) 



40 



■ et le radical de formule : 



45 



H-P-0 



.11 



.12 



NH* 



50 



55 



rians laauelle R 11 R 12 et R 13 qui peuvent etre identiques ou differents, sont des radicaux alkyle , et 
^^J!?irte"un atome d'hfdrogene. caracterise en ce qull comprend les etapes successes 

suivantes ^ nucleoside choisi parmi les nucleosides de la guanine, de la cytosine et de 

Tadenine avec un chlorure d'acide de formule : 



60 



65 



CH-COCl 



R2 



ou un anhydride d'acide de formule : 
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CH-CO 



CH-CO 



dans lesquelles R 1 et R 2 sont tels que definis ci-dessus, pour former un derive de nucleoside 
repondant a fa formule (I) dans laquelle R 3 et R 4 representent le radical de formule : 



CH»CO 



dans laquelle R 1 et R 2 sont tels que definis ci-dessus, et R 5 represente un atome d'hydrogene. 

b) elimination des radicaux R 3 et R 4 du derive de nucleoside obtenu dans Petape a) par hydrolyse 
selective pour obtenir le derive de nucleoside de formule (I) dans laquelle R 3 et R 4 representent un 
atome d'hydrogene ; 

c) reaction du derive de nucleoside obtenu dans Petape b) avec un chlorure de trityle de formule : 



CLC 




dans laquelle R 6 , R 7 et R 8 qui peuvent etre identiques ou differents, representent un atome 
d'hydrogene, un radical alkyle ou un radical alcoxy, pour obtenir le derive de nucleoside de formule 
(I) dans laquelle R 3 represente un radical trityle ; 

d) reaction du derive de nucleoside obtenu dans Petape c) avec soit le bis-triazolidate de 
chloro-4-phenyIphosphoryle, soit le B -cyanoethyl-monochloro N,N-diisopropylamine phosphorami- 
dite, soit la chloro-2 benzo-(5, 6-a) dioxo-1,3 phosphor-2 inone-4 et un sel de trialkyl ammonium, 
pour obtenir le derive de nucleoside de formule (I) dans laquelle R 3 represente un radical trityle, R 4 
represente un radical choisi parmi les radicaux de formule : 



0 c f ; °" "2V3 nh + (vi > 



0 C A» 

de formule : 
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10 



CH 
s 3 

CH 



NCCH CH 0-P-N 
2 2 



\ 



CH 



CH 
/ 3 



CH 



CV11) 



15 



oudeformule 



20 



25 



I 

H-f-0 

0 



R 1 \ 
R13 



NH" 5 



50 



et R 5 represente I'hydrogene. 
3 Procede de synthese d'oligonucleotides, caracterise en ce qu li comprend 

3 Procede^e syn ^ ^ ^ condensatlon lequel on condense sur un derive de nucleoside ou 
sur un oligonucleotide un derive de nucleoside de f onmuie : 



35 



40 



R 3 0 




B-CO-CH 



V 



(1) 



OB 4 R 5 



45 



50 



55 



dans laquelle B represente un radical bivalent choisi parmi : 




(III) ou 




CIV) 



60 



relie au groupement CO par son groupernent NH-exocydique ; 
- Ri renresente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle ; 

-ff^SSSt un atome d'hydrogene, un radical alkyle. un radical alcoxy, un r^ary toxy non 
substitue ou substitue par un ou des groupernents choisis parm. N0 2 , CN, alcoxy, aryloxy, CI, F, 
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% R ' C -R' S V' S -R' P -(0R)2' 

alkyle, aryle substitue ou non, SR avec R representant un radical alkyle ou aryle ; a Pexclusion de 
R 1 = H et R2 = CH 3 lorsque B est le radical (II) ou (III), et R1 = R2 = CH 3 lorsque B est fe radical (II) ; 

- R 3 represente un radical labile en milieu acide, 

- R 4 represente un radical phosphore, et 

- R 5 represente un atome d'hydrogene ; et 

2o) une etape d'elimination du ou des groupes protecteurs de formule : 




dans lesquelles R 1 et R 2 sont tels que definis ci-dessus. 
4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que le radical labile en milieu acide R 3 est choisi 
dans le groupe des radicaux trityle de formule : 



- C 




dans faquelle R 6 , R 7 et R 8 qui peuvent etre identiques ou differents, represented un atome d'hydrogene, 
un radical alkyle ou un radical alcoxy, des radicaux pixyle et des radicaux phenyl-9 xanthenyle. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 3 et 4, caracterise en ce que le radical 
phosphore R 4 est choisi dans le groupe des radicaux 



0 = P - 0 (C 2 H 5 > 3 NK * CVI> 

° c 6 Vt 



de formule : 

CH 
^ 3 

CH 

. ' Vn, 5 

NCCH CH 0-P-N (VII) 
2 2 

\ CH 
✓ 3 

CH 

^ CH 

3 



ou de formule : 
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11 



10 



H "T° 

. 0 



( "> R 12 
R 13 



NH" 



Hfln . teaue iie rh R« et R 13 qui peuvent etre identiques ou differents, sont des radicaux alkyle. 
Tp™£ selon I'une que.conque des reversions 3 a 5, caractense en ce que B represente 



/5 



20 



-HN 




25 



R1 represente un atome d-hydrogene et R 2 represente un radical alcoxy ou un radical aryloxy 
^pSS^T^t^on 6. caractense en ce que R* est un radica. cnoisi parmi : 
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3. Precede selon I'une queiconque des revendications 3 a 5, caraoterise en ce que B represente : 



40 



45 



I 




N 



IV) 



50 



R n represente un atome d'hydrogene et R? represente un radical '^f^^^S^T^ 
9 Procede selon la revendication 8. caractense en ce que R 2 represente le rad.cal 
10 Procede Lion I'une queiconque des revendications 3 a 5, caractense en ce que B represente . 
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Ri et R2 qui peuvent etre identiques ou differents represented un atome d'hydrogene ou un radical 

alkyle. 
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1 1. Precede selon la revendication 10, caracterise en ce que R 1 et R 2 represented le radical methyle. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications 6 a 11, caracterise en ce que R 3 represente le 
radical : 
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et R 4 represente le radical ; 
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13. Procede selon Tune quelconque des revendications 6 a 11, caracterise en ce que R 3 represente le 25 
radical : 
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et R 4 represente le radical : 
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14. Procede selon 1 une quelconque des revendications 6 a 11, caracterise en ce que R 3 represente le 
radical deformule : 
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et r4 represente le radical : 
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